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て燐酸化される蛋白質の中で分子量47 ， 000の蛋白 (P47) と分子量20 ， 000の蛋白 (P20; ミオシン軽鎖
と判明している)はそれぞれC ーキナーゼとミオシン軽鎖キナーゼ (ML CK) によって燐酸化される
ことが判明している。 C ーキナーゼは Ca 2+とジグリセライドによって活性化され MLCK はカルモ
デュリンと Ca 2 +によって活性化される。一方，刺激受容に伴う細胞内遊離Ca イオン濃度([Ca 2+J i ) 
の上昇が分泌反応などの重要な細胞反応のセカンドメッセンジャーとして注目されるようになり，血小
板のような小さな細胞でも quin 2 法を用いることにより [Ca2+J i の上昇が確認されるようになった。





ビンとトロンボキサンA 2 アナログである STA zを用いた。血小板凝集反応及び濃染頼粒よりのATP
分泌反応は，洗浄血小板を用いてルミアグリゴメーターにて測定した。 [Ca2+J i の測定は，既報(文献
1 )に基づき，洗浄血小板に2.5μM の quin 2 AMを370Cにて25分間incubateの後再び、洗浄を行って得
た quin 2 加血小板を用いて蛍光分光光度計にて測定した。 P 20 , P47蛋白質燐酸化反応は，洗浄血小板
ハhU
に32 p を60分間370Cにで incubate の後再び洗浄を行い，得た血小板にトロンピンと STA z刺激後最大の
燐酸化が起こるそれぞれ30秒後， 15秒後に反応を止め，加熱後， Laemmli の方法(文献 2 )に基づき S
DS ポリアクリルアミドゲル電気泳動を行い，染色の後オートラジオグラフィーを行いデンシトメーター
にて燐酸化の程度を測定した。細胞外Ca 2 +イオン濃度 (CCa 2+J e )の設定には， Ca2+ - E G T Aパッ
プァーを用いた。
1. C Ca 2+J i ，血小板ATP分泌反応， P20 , P47蛋白質燐酸化反応の，刺激剤濃度依存性を検討した
ところ，トロンピンでは， 0.02U/mlよりそれぞれの反応は開始し0.5'""-' 1 U/mlを最大とする濃度依
存性が認められた。 STA zでは ， 50nM よりそれぞれの反応は開始し200'""-'400nM を最大とするが反
応の起こる濃度内では濃度依存性は余り認められなかった。
2. CCa 2 +Ji ，血小板ATP分泌反応， P20 , P47蛋白質燐酸化反応の相互関係を検討した。トロンビ
ン刺激においては，高濃度 (0.5U/ml) では， C Ca 2+J e を変化させても分泌反応， P20 , P47燐酸化
反応はほぼ同じ程度であるが CCa 2+J i は CCa 2+J e に伴って変化増大した。これに対して， トロン
ビン低濃度では， C Ca 2+J e を変化させた場合， C Ca 2+J i ，分泌反応， P20燐酸化反応は相関するく P
<0.05) のに対し， P47燐酸化反応は相関せずほぼ一定の程度であった。 STA z刺激の場合，その至
適濃度である200nMで刺激したところ， C Ca 2+J e の変化に伴って， C Ca 2+J i ，分泌反応と P20燐酸化
反応は相関する (p <0.01) のに対し， P47燐酸化は相関しなかった。またこの結果は S T Az 
の濃度を変えても同じであった。
[総括]
血小板活性化に伴う CCa 2 + J i , A T P分泌反応， P20 , P47燐酸化反応の相互関係について検討し
た。トロンビン低濃度及びSTA 2刺激においては ， C Ca 2+J e を変化させた場合の CCa 2+ J i ，分泌反
応， P燐酸化反応は相関するのに対し， P47燐酸化は相関しなかった。トロンビン高濃度の場合は， P20 , 
P47共， C Ca 2 +Ji と相関しなかった。生理的濃度により近いと考えられる低濃度トロンビンや S T A2 
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論文の審査結果の要旨
最近， in vitro の系において，血小板反応における P20蛋白燐酸化の重要性が指摘され注目されてい
る。本研究は intact platelet を用いた ex VIVO の系で，生理的条件下での agonist刺激に対する P20蛋
白燐酸化がCa 2 +依存性に起ることをはじめて明らかにしたものである。また，この条件下での P47蛋
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白燐酸化は agonist濃度依存性で、あり，血小板分泌反応とは無関係であることが初めて明らかにされた。
学位に価する論文と考える。
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